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１ ．緒　　　言
　膀胱癌発生数は，全世界で毎年 1200 万例を超え，
９ 番目に多い癌と推定されている。わが国の 2008 年
における膀胱癌の年齢調整羅患率（/10 万人/年・基準
人口は昭和 60 年のモデル人口）は，7.2 であり，男女
別にみると男性 12.8/女性 2.8 と男性において約 ４ 倍高
頻度に発生している
1
。2012 年の集計にて，年齢調整死
亡率（/10 万人/年・基準人口は昭和 60 年のモデル人
口）は，男女合計で 2.1（男性 3.6，女性 1.0）である。
年齢調整罹患率および年齢調整死亡率は過去 10 年間
ほぼ不変である。年齢分布としては比較的高年齢層に
発症することが知られている。
　膀胱癌は，膀胱の尿路上皮（移行上皮）粘膜より発
生する悪性腫瘍で，病理組織学的には約 90% 以上は
尿路上皮癌である。その他，扁平上皮癌や腺癌，小細
胞癌が数％に認められる
2
。膀胱癌の臨床的特徴とし
て，空間的，時間的多発性が挙げられる。すなわち，
診断時すでに膀胱内に多発する場合や，内視鏡による
可視病変の完全切除後に膀胱内再発を認める頻度も高
い
3
。また，膀胱と同様に尿路上皮粘膜を有する腎盂・
尿管・尿道といった他の部位に病変を合併することも
多く，診断時には尿路全体をスクリーニングする必要
がある
4
。膀胱発癌の主なリスク因子は喫煙，職業性発
癌物質や環境性発癌物質への暴露，膀胱内の慢性炎
症，特定の抗癌剤や放射線治療に伴う二次発癌等の医
学的要因，遺伝的感受性等が挙げられている
5
。
　喫煙は，最も重要な膀胱癌のリスク因子である。喫
煙者は，非喫煙者に比較して ２ 〜 ５ 倍膀胱癌の発症リ
スクを高めるとされる
6
。喫煙の膀胱発癌に関しては，
煙草関連の発癌物質として 60 種類以上の物質が指摘
されている。このうち amino-biphenyl などを含む
arylamines や活性酸素が膀胱癌の発生に重要と考え
られている
7
。また，喫煙者に発生する膀胱癌は，非喫
煙者の場合に比較して，より腫瘍径が大きく，多発す
る傾向にあり，組織学的により高異型度の傾向がある
ことが指摘されている
8
。日本泌尿器科学会の膀胱癌登
録データベースの解析では，喫煙者の膀胱癌の発症
は，非喫煙者より約 ５ 〜 ６ 年早いことが判明した
9
。
　膀胱癌は，特定の産業従事者が取り扱う化学物質が
発癌に強く関与することが確認された最初の固形癌で
ある。19 世紀，ドイツの Rehn により，化学染料中に
存在する芳香族アミン類への暴露を原因とする職業性
膀胱癌の存在が初めて報告された。現在本邦において
も，1972 年に施行された労働安全衛生法により，４ 種
類 の 芳 香 族 ア ミ ン 類（benzidine, 2-naphtylamine, 
4-aminobiphenyl, 4-nitrobiphenyl）の製造，使用，輸
出が禁止されている。これら ４ 物質のいずれも膀胱発
癌の原因となりうることが知られているが，特に ben-
zidine と 2-naphtylamine の発癌性が強いとされる。
これら発癌性アミン類により生じる職業性膀胱癌の臨
床病理学的特徴として，①若年発症の傾向がある。②
high grade, high stage の筋層浸潤性癌が多い。③上
部尿路再発のリスクが高い等が指摘されている
10−12
。
　膀胱発癌に影響しうる他の医学的要因としては，尿
路の慢性炎症が知られている。欧米や本邦では扁平上
皮癌は比較的稀であるが，エジプトではその頻度が高
い。この原因としてエジプト，ナイル川流域の風土病
であるビルハルツ住血吸虫症が関与しており，住血吸
虫が膀胱壁内に産卵することにより慢性炎症が引き起
こされ，尿路上皮の扁平上皮化成が生じ扁平上皮癌の
発生母地となるとされている
13, 14
。同様の病理学的変化は
膀胱結石や神経因性膀胱に合併した複雑性尿路感染症
の症例でも認められる
14
。その他，医薬品としてはシク
ロフォスファマイドやフェナセチンの連用，骨盤臓器
に対する放射線治療の際に生じる膀胱への被爆，ヒ素
への曝露等が尿路上皮癌の発生要因となりうる
15−18
。
　膀胱癌が発見される契機となる主な臨床症状は，血
尿（無症候性肉眼的血尿，顕微鏡的血尿），膀胱刺激症
状（頻尿，排尿時痛，残尿感等）である。特に無症候
性血尿は，最も頻度の高い症状であり，過去の報告で
は同症状を主訴とする患者の 13 〜 28％が膀胱癌と診
断されている
19, 20
。一方で，顕微鏡的血尿の背景疾患とし
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ての膀胱癌の頻度は高いものではなく，0.4 〜 6.5％と
報告されている
21, 22
。しかし，膀胱癌は高齢者に好発する
悪性腫瘍であり，50 歳以上で顕微鏡的血尿症例におけ
る膀胱癌の頻度は，若年の症例群に比較して有意に高
いとする報告もある
23
。また膀胱刺激症状は，膀胱癌症
例の約 ３ 分の １ で認められ，膀胱壁内筋層に進展する
筋層浸潤癌や，高異型度癌細胞が粘膜表層に広がる上
皮内癌（CIS）に伴うことが多い。したがって治療に
難渋する膀胱炎様症状を有する患者では，膀胱癌を鑑
別診断にあげる必要がある
24
。膀胱癌の罹患率がそれほ
ど高くないことから，一般検診における膀胱癌スクリ
ーニングの有用性については否定的見解が多い。前述
した喫煙歴のある高齢者や，職業性発癌物質曝露既往
歴を有するなど，いわゆる高リスク群に対象を限定し
た場合，検尿及び尿細胞診の年一回程度の施行が最も
効率がよいスクリーニング法と考えられる
25−27
。
　近年，尿細胞診以外で注目される膀胱癌診断法とし
て，UroVysion がある。UroVysion は膀胱癌で変異が
認められることが多い，染色体／遺伝子異常である，
３ 番， ７ 番，17 番染色体 aneuploid および ９ 番染色体
短 腕 21 領 域 の detection を Multi-color fluorescence 
in situ hybridization（FISH） assay で検出することで
膀胱癌を診断する
28
。
　また，膀胱癌と遺伝子異常で最も関連するものとし
て p53 が挙げられる。p53 蛋白は細胞核内に存在し，
種々の癌において変異，欠失が報告されている癌抑制
遺伝子であり，膀胱癌の発生や進展には p53 遺伝子の
関与が指摘されている
29
。特に，p53 の変異は high-
grade，high-stage の腫瘍に多く認められるとの報告
が多く，進行がんや CIS との関与も指摘されている
30
。
また，病理学的な因子である異形度，深達度，脈管侵
襲にも p53 の変異が相関すると報告されている
31, 32
。本研
究では，薬剤耐性に関する p53 の影響も含め，樹立細
胞株を用いた遺伝子解析により，その影響を検討す
る。
　膀胱癌に対する治療方針は正確な病期診断に基づき
決定されるべきものであり，治療方針に多大な影響を
与える病理診断，筋層浸潤の診断のために，経尿道的
膀胱腫瘍切除術（TUR-BT）が必須である。約 70％の
初発膀胱癌は筋層非浸潤性膀胱癌であり，内視鏡的切
除により根治手術を行う事が主流である。筋層非浸潤
性膀胱癌のうち筋層浸潤性膀胱癌に進展する確率は約
20 〜 30％といわれている。また，筋層非浸潤性膀胱癌
は 50 〜 80％の割合で再発を繰り返し，後に筋層浸潤
性膀胱癌に移行するケースも少なくない
33
。正確な診断
を得る目的で，筋層成分を含めた切除や，初回の
TUR-BT での病理組織所見が T1 high grade 症例，
あるいは切除切片に筋層成分が含まれていない場合に
2nd TUR が推奨されている
34, 35
。治療を兼ねた正確な
TUR-BT による筋層非浸潤性・浸潤性の診断と，画
像診断による限局性，有転移性の診断により，膀胱癌
の治療方針が決定される。 CIS（上皮内癌），Ta（乳
頭状非浸潤癌）（Stage0），T1（粘膜上皮下結合組織に
浸潤）（StageⅠ），を含めた筋層非浸潤性膀胱癌に対し
ては膀胱温存を治療コンセプトとするのが標準的であ
る。また，いかに再発と進展を抑えるかが重要である。
EAU ガイドラインでは筋層非浸潤性膀胱癌のスコア化
を行い，腫瘍数，腫瘍サイズ，T 因子，併発 CIS，異
型度と再発歴の ６ 項目の各因子別に再発スコア，進展
スコアが定められており，低・中・高リスク群にわけ，
低リスク群は，①初発，②単発，③ Ta，④ G1（low 
grade），⑤ ３ ㎝以下，⑥併発 CIS 無し全て満たすこと
が条件となる。一方，高リスク群は，① T1，② G3
（high grade），③併発 CIS 有り，④多発・再発・ ３ ㎝
を超える・TaG1G2 のいずれかを含むことが条件であ
り，これら以外のものが中リスク群に分類される。
EAU の本リスク分類に基づく治療指針としては，低
リスク群に対しては，TUR-BT＋術後の抗癌剤即時膀
胱内単回注入が，中リスク群に対しては，抗癌剤即時
膀胱内単回注入（＋複数回膀胱内注入）あるいは，BCG
膀胱内注入（＋維持注入を少なくとも １ 年）が，高リ
スク群に対しては，BCG 膀胱内注入（維持注入を少な
くとも １ 〜 ３ 年）あるいは膀胱全摘除術の選択がそれ
ぞれのオプションとして推奨されている。症例に応じ
た術後膀胱内注入療法を追加治療として行うことで再
発予防に関しては一定の治療成績をあげている。一方，
BCG 抵抗性（BCG-refractory）36 症例（BCG 導入療
法後 ３ か月の時点で再発または腫瘍が残存し， ６ か月
時点で消失しない）に対しては，膀胱全摘除術が推奨
される。温存にこだわり，膀胱全摘のタイミングを逸
しないことも重要である。
　転移を認めない膀胱に限局した筋層浸潤性膀胱癌
（StageⅡ，StageⅢ）に対しては制癌性を最優先とした
根治的膀胱全摘除術＋骨盤内リンパ節郭清術＋尿路変
更術が標準的な選択である。微小転移の抑制の治療と
原発巣の down staging を期待し neoadjuvant 化学療
法は意義がある。膀胱全摘術後の病理学的診断に基づ
き，微小転移症例やハイリスク症例が判明した場合，
adjuvant 療法として化学療法を行う。周術期に多剤
併用化学療法を含む集学的治療によって治療成績の向
上が試みられている。一方，患者の高齢化やニーズの
多様性に伴い，選択肢の １ つとして QOL の維持を考
慮した化学療法と放射線療法を併用した膀胱温存療法
も試みられている
37
。
　有転移性膀胱癌（StageⅣ）の治療は生存期間の延長
を目的とした全身化学療法が中心となる。適応を選ぶ
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ことにより，外科的治療が予後改善のみならず症状の
緩和に有効である症例も存在する。標準化学療法は
CDDP を基盤とした GC 療法や M-VAC 療法である
38
。
1985 年に Sternberg らによって転移性または再発性膀
胱癌に対する化学療法として M-VAC 療法（metho-
trexate, vinblastine, doxorubicin, CDDP）が報告され
た
39
。その後 2000 年の von der Maase らのランダム化
比較試験で初めて gemcitabine と CDDP の ２ 剤併用
療法（GC 療法）が進行性膀胱癌に対して M-VAC 療
法と同等の効果を示し，有害事象が少ないことが示さ
れ，現在では １ 次治療として GC 療法が広く普及して
いる
40
。その後 CDDP，Taxan 系抗癌剤（paclitaxel，
docetaxel，または larotaxel），gemcitabine，ifosfamide
などを用いた多剤併用化学療法の 1st line または 2nd 
line 治療としての臨床試験が行われたが，現時点まで
に大規模ランダム化比較試験で明らかに M-VAC また
は GC の治療成績を凌駕する治療法は確立されていな
い。近年ではペムブロリズマブ等の免疫チェックポイ
ント阻害薬が新規導入されつつあるが
41
， ５ 年生存率に
ついては未だ 10％未満と予後不良で，治療効果も一時
的である事から，治療経過中に薬剤抵抗性を獲得する
と推測されている
42, 43
。
　CDDP の制がん剤としての開発の歴史は，物理学者
の Rosenberg らが 1965 年に大腸菌への電場の効果を
検証する際，偶然プラチナ電極の分解産物が大腸菌の
増殖を抑制し，フィラメントを形成させることを発見
した。その後 1969 年には，Rosenberg らより白金化
合物の大腸菌に対する細胞分裂阻止作用を応用して癌
細胞の分裂抑制に対する研究が行われ，その結果ペイ
ロン塩，つまりシスプラチンが動物腫瘍において比較
的広い抗腫瘍スペクトルを有する化合物であることが
判明した（図 １ ）
44
。
　白金制がん剤である CDDP は，DNA と共有結合性
付加物を形成することで，制がん活性を発揮すると考
えられている。CDDP の抗腫瘍機序は，脱離基である
クロリド配位子が，水分子によって置換されることに
始まる
45
（図 ２ A）。水分子置換された分子種は非常に反
応性が高く，核内においては，主に DNA とさまざま
な共有結合性付加物を形成する。その際，白金原子は
プリン塩基，特にグアニン塩基の ７ 位の窒素原子に優
先的に結合し，隣接する ２ つのプリン塩基を架橋する
ことが知られている（図 ２ B）。DNA の共有結合性付
加物の形成によって，転写因子やポリメラーゼの阻害，
クロマチン破壊などが引き起こされ，最終的に細胞は
アポトーシスへと導かれ，抗がん活性を発現すると考
えられている。なお，DNA の複製阻害に関しては，こ
の機構のみで CDDP の抗がん活性を説明することはで
きないと考えられている。また，細胞周期に対する影
響についても，例えば，低濃度の CDDP では G2 相で
停止するものの細胞の一部は生存しており，その段階
で生じるアポトーシスが抗がん活性の発現機構である
という考え方も提唱されている
46
。
　一方，尿路上皮癌に対する CDDP を含む化学療法
の治療成績は治療後生存期間 15 か月にとどまり，
CDDP 抵抗例に対する治療法の開発が求められてい
る。CDDP 抵抗性獲得のメカニズムとしては，（ １ ）細
胞内に薬剤が移行しないようにする機構を強化する。
（ ２ ）細胞内に移行した薬剤を排出する機構を強化す
る。（ ３ ）細胞内に入った薬物を無毒化する機構を増強
する。（ ４ ）核酸の修復システムを強化する等と推測さ
れている。CDDP の膜輸送に関しては，リンパ腫細胞
から単離された 200kDa の P-糖タンパク質の発現量と
耐性の程度に相関が認められた。すなわち，この P-糖
たんぱく質が CDDP の排出ポンプの役割を果たすと推
定されている
47
。また CDDP は重金属であり，ソフトな
酸であるため，ソフトな塩基であるチオール化合物と
強く反応し，細胞内に数 mmol/ℓと高濃度で存在す
るグルタチオンあるいはメタロチオネンが耐性に関与
図 １ 　本邦で臨床使用が承認されている白金制がん剤の分子構造
本邦において臨床使用が承認されているシスプラチン，カルボ
プラチン，ネダプラチン，オキサリプラチンおよびミリプラチン。
世界的に広く臨床応用されている白金制がん剤は，シスプラチ
ン，カルボプラチンおよびオキサリプラチンの ３ 剤である。（参
考文献 45）
図 ２ 　シスプラチンの作用機序
Ａ． 細胞質中の Cl−濃度（ ４ mM）は，血液中の Cl−濃度（100mM）
と比較して低いため，CDDP が細胞内に取り込まれると，
クロリド配位子は水分子によって置換される。
Ｂ． 水分子に置換された分子種はさまざまな共有結合性 DNA
付加物を精製する。
（参考文献 45）
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するであろうと推定される。事実，獲得耐性を持つヒ
ト子宮がん細胞でグルタチオン量が増加している例が
認められている
48
。
　CDDP 耐性に関する機序解明および耐性化の克服
は，化学療法の成績を改善向上させるうえで現時点で
の最重要課題の一つである。膀胱癌の発生から，生物
学的悪性度を獲得し治療抵抗性となり，浸潤・転移を
していく課程を分子機構の観点から明らかにすること
は極めて重要である。この分子機構の全貌を明らかに
するにあたり，次世代シークエンサー等を利用したオ
ミックス研究が有効であることは論を待たない
49
。実際
に膀胱癌においてもがんゲノムアトラスプロジェクト
（TCGA）の一環として 131 例の尿路上皮癌の統合解析
を行い，包括的な分子特性が明らかとなった
50
。筋層浸
潤性膀胱癌
51
や初期の非筋層浸潤性膀胱癌
52
の包括的遺伝
子発現パターンの解析から膀胱癌が分子的サブタイプ
に分類され，このサブタイプの識別が将来の予後判定
や治療法の選択，さらに分子標的薬開発に資する可能
性を示唆する研究が相次いで報告されている
53
。
　我々は先行研究において，CDDP 耐性の獲得機序を
解明する事を目的として， ２ 種類のヒト膀胱癌細胞株
である T24 と RT4 を用いて CDDP 添加培地で培養す
ることにより CDDP 耐性ヒト膀胱癌細胞株 T24CR と
RT4CR を樹立した。さらに T24CR に対しては次世代
シークエンサーを用いて RNA シークエンシング（RNA 
sequencing）による網羅的遺伝子解析を行った。
　本研究では T24CR と RT4CR に対する RNA-seq 
により ２ つの異なる CDDP 耐性細胞株で発現変化する
遺伝子群を探索し，異なる ２ 群の癌細胞における詳細
な遺伝子発現解析と機能解析を比較検討し，治療標的
及び有効なバイオマーカーとなる候補遺伝子について
検討した。
２ ．対象と方法
ａ．尿路上皮細胞株と CDDP 耐性細胞株の樹立
　先行研究同様，膀胱移行上皮癌に由来する p53 変異
型の T24 細胞，乳頭状膀胱癌に由来する p53 野生型
の RT4 細胞をそれぞれ American Type Culture Col-
lection（ATCC）から入手し使用した（表 １ ）。先行研
究で行った如く，それぞれの耐性細胞を樹立した。す
なわち，T24 については CDDP を段階的に順次暴露濃
度を変更し，計 ４ か月間かけて T24 CDDP １ /㎖耐
性細胞株（T24CR）を樹立した。一方，RT4 に関して
は，CDDP を段階的に緩徐に暴露濃度を変更し，計
９ か月間かけて RT4 CDDP １ /㎖耐性細胞株（RT-
4CR）を樹立した（参考論文に掲載）。
ｂ．RT4 の RNA-seq 解析
　生物学的特徴を解析し，RNA 次世代シークエンス
（RNA-seq）による網羅的遺伝子発現解析を行った（図
３ ）。
　RT4，RT4 CDDP1 日処理，RT4CR から精製した
全 RNA1 を 抽 出 し，Bioanalyzer 2100 Eukaryote 
Total RNA nano kit（Agilent）を用いて RIN ＞ 9.0 の
全 RNA を使用した。NEBNext Poly（A）Magnetic 
Isolation Module および NEBNext Ultra RNA Library 
Prep Kit（New England Biolab）を用いて mRNA-seq
ライブラリーを調整した。調整したライブラリーのシ
ークエンス解析は HiSeq1500 を用いて行った。3000−
4000 万リードのシークエンスを CLC Genomics Work-
bench を用いてヒトゲノム（hg19）にマッピングし発
現解析を行った。各遺伝子の発現量の単位は RPKM
（reads per kilobase of exon per million mapped se-
quence reads）で示す。発現変動のあった遺伝子群を
表 １ 　使用した膀胱癌細胞株と特徴
図 ３ 　 CDDP 耐性細胞株樹立および RNA-seq による網羅的遺伝子発
現の解析
T24 は p53 変異型（p53 非依存性），RT4 は p53 野生型（p53 依
存性）膀胱癌細胞株である。各々を CDDP と共培養し，暴露濃
度を上昇させることにより CDDP 耐性株を樹立。生物学的特徴
を元に，RNA 次世代シークエンス（RNA-seq）解析を行った。
２ 種類のシスプラチン（CDDP）抵抗性ヒト膀胱癌細胞株の樹立とRNA-seq による網羅的遺伝子発現解析
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ΔΔCT）法を用いて遺伝子発現の倍率を算出した。
ｄ．統計学的解析
　結果は平均値±標準誤差（SEM）で表記した。各群
の比較には Student t-test を用い，統計学的解析を行
った。
３ ．結　　　果
ａ．CDDP 処理前後の膀胱癌細胞株の形態
　CDDP 処理前の T24 細胞の多くは，紡錘型の形態
を示した（図 ４ a）。CDDP を ３ 日毎に添加継続処理す
ることにより，紡錘型細胞は腫大した。
　CDDP 処理約 ４ 週後には，細胞は腫大化し，腫瘍増
殖性を示した（図 ４ b）。
　一方 CDDP 処理前の RT4 細胞は，敷石様の形態を
示し細胞自体は表面平滑であった（図 ５ a）。CDDP 処
理約 １ 週間目で細胞周囲に突起の形成が認められた
（図 ５ b）。
さらに DAVID（https：//david.ncifcrf.gov/）により
GO（Gene Ontology）解析及び KEGG（Kyoto Ency-
clopedia of Genes and Genomes）パスウェイ解析を行
った（T24 についての結果は先行研究論文に掲載）。
ｃ．quantitative RT-PCR（qRT-PCR）
 未処理の T24，RT4 に対して，CDDP1 /㎖で １ 日
処理した T24（T24CDDP24hr），RT4（RT4CDDP24hr）
と CDDP1 /㎖ 耐 性 処 理 し た T24（T24CR），RT4
（RT4CR）から RNA を抽出した。RNeasy Mini キッ
ト を 用 い て，T24，T24CDDP24hr，T24CR，RT4，
RT4CDDP24hr，RT4CR から全 RNA を抽出した。オ
リゴ（dT）プライマーおよび逆転写酵素をプロトコー
ルに従い， １ の全 RNA から cDNA を生成した。 
qRT-PCR は，7900 リアルタイム PCR システムを使用
し，FastStart Universal SYBR Green Master（Roche 
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA）を用いて行った。
内在性コントロールには GAPDH を用い，比較 CT（2-
図 ４ 　T24 と T24CR 培養細胞の顕微鏡所見
図 ４ a　T24 細胞（×10）
多くは紡錘形細胞の形態をとる（→）。
図 ４ b　T24CR（×20）CDDP 処理 25 日目の T24 耐性細胞
細胞は腫大化し，腫瘍増殖性を示す（→）。
図 ５ 　RT4 と RT4CR 培養細胞の顕微鏡所見
図 ５ a　RT4 細胞（×10）
敷石状の細胞で細胞周囲は平滑な特徴を持つ（→）。
図 ５ b　RT4CR（×20）
CDDP 処理約 １ 週目で細胞周囲に突起を多く認めた（→）。
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ｂ． 膀胱癌細胞株 T24 と T24CR に対する網羅的遺伝
子解析（RNA-seq）
　CDDP 耐性細胞の性質をより詳細に解明し，さらに
発現変動する遺伝子の機能解析を行うことにより，新
たな治療の標的と有効なバイオマーカーの確立を目的
として，遺伝子の網羅的発現解析（RNA-seq）を行っ
た。T24，T24CDDP24hr と T24CR で発現変動する
網羅的遺伝子解析のパスウェイ解析の結果は先行研究
に述べたが，T24CR では細胞接着や細胞の形態・分
化・運動性に関わる遺伝子が含まれていることが判明
した。また，一部アポトーシスの負の調節に関わる遺
伝子群が濃縮されていた。
　バイオマーカー候補の一つとして，T24CR で発現亢
進が著明であった細胞接着に関わる L1CAM（L1 cell 
adhesion molecule）の Mapping を示す。L1CAM の発
現変化では，正常膀胱上皮細胞である HBEC で 456
（RPKM 値），T24 で 311，T24CDDP24hr で 497 に対
し，耐性獲得後の T24CR のみで 3158 と有意に発現亢
進していた（図 ６ ）。
ｃ．qRT-PCR
　RNA-seq 解析の結果から T24，T24CDDP24hr に
対し T24CR で発現亢進の著しい ３ 種類の遺伝子（C3，
WNT5A，POSTN）を選択し，qRT-PCR を行った。
各々のプライマーのリストを示す（表 ２ ）。C3，WN-
T5A，POSTN 各々の RNA-seq における Mapping を
示す（図 ７ ）。C3 の発現（RPKM 値）は，T24 で 34，
シスプラチン処理 １ 日（T24CDDP24hr）で 32 に対し，
耐性獲得後の T24CR のみで 2538 と有意に発現亢進し
て い た。 同 様 に WNT5A の 発 現 は，T24 で 10，
T24CDDP24hr で ６ に対し，耐性獲得後の T24CR で
253 と発現亢進していた。POSTN の発現も同様に，
T24 で 5，T24CDDP24hr で ２ に対し，耐性獲得後の
T24CR で 67 であった。
表 ２ 　 T24CR で発現亢進を認めた遺伝子に対する qRT-PCR のプライ
マーリスト
図 ６ 　 T24 および T24CR における L1CAM（L1 cell adhesion molecule）
の Mapping
CDDP 耐性獲得後の T24CR において，細胞接着分子に関わる
L1CAM の有意な発現亢進を認めた。
図 ７ 　C3，WNT5A，POSTN 各々の RNA-seq における Mapping
T24，T24CDDP24hr に対し T24CR で C3，WNT5A，POSTN
が有意に発現亢進していた。
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　C3，WNT5A，POSTN に対して行った qRT-PCR
では，それぞれの遺伝子で，RNA-seq と同様の結果
を示し T24CR でのみ有意に発現亢進していた（p ＜
0.01）（図 ８ ）。
　同様に RNAseq の結果からアポトーシス関連遺伝子
で負の調節にかかわる遺伝子（SOCS3，SPHK1，NFK-
BIA，TBX3，PRNP）の発現が T24 に対し T24CR で
亢進していた。各々のプライマーのリストは同様に表
２ に示す。各遺伝子の RNA-seq における Mapping を
示す（図 ９ ）。SOCS3 の発現は，T24 で 152，T24CD-
DP24hr で 226 に対し，耐性獲得後の T24CR で 421
と発現亢進していた。SPHK1 の発現も，T24 で 490，
T24CDDP24hr で 561 に対し，耐性獲得後の T24CR
で 1091 と 発 現 亢 進 し て い た。NFKBIA も 同 様 に
T24CR で 1700 と発現亢進していた。TBX3，PRNP
の発現に関しても同様の結果であった。T24 に対し
T24CDDP24hr，T24CR でアポトーシスの負の調節に
関連していた遺伝子の qRT-PCR では，それぞれの遺
伝子で，RNA-seq と同様の傾向を示した（図 10）。
NFKBIA は，T24 に対し T24CR で有意に発現亢進し
ていた（＊＊p ＜ 0.01）。
図 ９ 　 SOCS3，SPHK1，NFKBIA，TBX3，PRNP 各々の RNA-seq に
おける Mapping
T-24 に対して T24CR で SOCS3，SPHK1，NFKBIA，TBX3，
PRNP は各々発現亢進していた。
図 ８ 　T24CR で発現亢進していた遺伝子の RT-PCR
T24，T24CDDP24hr に対して T24CR で C3，WNT5A，POSTN
が有意に発現亢進していた（＊＊p ＜ 0.01）。
図１0　 T24CR で発現亢進していたアポトーシス負の調節に関連する遺
伝子の RT-PCR
T24 に対して T24CR で，全ての遺伝子で発現亢進していたが，
NFKBIA において，有意に発現亢進していた（＊＊p ＜ 0.01）。
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ｄ． 膀胱癌細胞株 RT4 と RT4CR に対する網羅的遺
伝子解析
　T24 に対する RNA-seq 同様，未処理の RT4 細胞
に対して，CDDP1 /㎖で １ 日処理した RT4 細胞
（RT4CDDP24hr），CDDP1 /㎖耐性処理した RT4
細胞（RT4CR）で発現変動する遺伝子を探索した。
Fold Change ＞ ２ ，FDR p-value ＜ 0.05 の条件で発
現変動した遺伝子は，それぞれ 50，3335 存在し，共
通部分の遺伝子が 159 存在した（図 11）。
　RT4 細胞に対し RT4CR で発現変動する遺伝子群の
GO 及び KEGG パスウェイ解析を行ったところ，DNA
複製，p53 を含むアポトーシス関連遺伝子，EMT を
含む細胞接着分子，細胞遊走能，細胞周期に関わる遺
伝子群と T24CR と比較し独自の多様な遺伝子群が濃
縮されていた（図 12）。
　RNA-seq 解析の結果から RT4 に対し RT4CR で発
現亢進の著しい遺伝子の中で p53 に関連した ３ 種類の
遺伝子（CD82，CCNE2，RRM2）を選択し，qRT-
PCR を行った。各々のプライマーのリストを示す（表
３ ）。CD82，CCNE2，RRM2 各々の RNA-seq におけ
る Mapping を示す（図 13）。p53 関連遺伝子の CD82
の発現（RPKM 値）は，RT4 で 31 に対し，耐性獲得
後の RT4CR で 149 と発現亢進していた。CCNE2 の
発現も，RT4 で 24 に対し，耐性獲得後の RT4CR で
62 と発現亢進していた。RRM2 も同様に RT4 で 23
に対し，耐性獲得後の RT4CR で 304 と発現亢進して
いた。p53 に関連していた遺伝子の qRT-PCR では，
それぞれの遺伝子で，RNA-seq と同様の傾向を示し
た（図 14）。CD82 では RT4 に対して，RT4CR で有意
に発現亢進していた（＊p ＜ 0.05）。同様に RRM2 では
RT4 に対して，RT4CR で有意に発現亢進していた 
（＊＊p ＜ 0.01）。
図１３　 RNA-seq で RT4 に対し RT4CR で発現亢進していた p53 関連
遺伝子の Mapping
RT4 に対して，RT4CR で CD82，CCNE2，RRM2 の発現亢進
を認めた。
図１１　 RT4 と RT4CR に関する RNA-seq を用いた網羅的遺伝子解析
結果
未処理 RT4 細胞に対して CDDP 処理により変動する遺伝子数
が変化（Fold change ＞［ ２ ］，FDR p-value ＜ 0.05）。
図１２　 RT4CR で発現変動する遺伝子群の GO（Gene Ontology）及び
パスウェイ解析（3335 遺伝子）
CDDP 耐性細胞では，DNA 複製，アポトーシス（p53 関連遺伝
子を含む），細胞接着分子（EMT），細胞遊走能，細胞周期に関
わる遺伝子群が濃縮されていた。
表 ３ 　 RT4 に対し RT4CR で p53 に関連した遺伝子の発現亢進してい
た遺伝子の qRT-PCR に用いられるプライマーリスト
２ 種類のシスプラチン（CDDP）抵抗性ヒト膀胱癌細胞株の樹立とRNA-seq による網羅的遺伝子発現解析
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WNT5A の qRT-PCR を示す（図 18）。
　RT4 に対して RT4CR では，（p ＜ 0.05＊），T24 に
対し T24CR では（p ＜ 0.01＊＊）と有意に発現亢進して
いた。
４ ．考　　　察
　膀胱癌細胞における CDDP に対する分子応答は，ア
ポトーシス，細胞周期，および p53 腫瘍抑制経路（ ３
つの主要な生物学的経路）において役割を果たすこと
が知られている
54, 55
。アポトーシスは，内因性（ミトコン
ドリア）および外因性（細胞質）経路
56
を介して誘導す
ることができる。p53 腫瘍抑制因子は，細胞周期停止，
DNA 修復，および細胞死における転写因子として重
要な役割を果たす。p53 の喪失は，アポトーシスの発
生率減少，細胞周期チェックポイントの不活性化，お
よびゲノム不安定性の減少をもたらす
57
。特に膀胱癌で
は p53 の変異は high-grade，high-stage の腫瘍に多
く認められるとの報告が多く，CIS（上皮内癌）との
ｅ．T24CR と RT4CR に対する網羅的遺伝子解析
　T24, RT4 に対して T24CR, RT4CR，で Fold Change
＞ ２ ，FDR p-value ＜ 0.05 の条件で発現変動した遺
伝子は，それぞれ 1748，1192 存在し，共通に発現変
動を 407 遺伝子に認めた（図 15）。
　RT4CR と T24CR とに共通で発現変動する遺伝子
群に対し GO・KEGG パスウェイ解析を行ったところ，
アポトーシス，細胞遊走能，細胞接着分子（EMT）に
関わる遺伝子群が濃縮されていた（図 16）。
　共通する遺伝子 407 に含まれる前述の WNT5A に
関する Mapping を示す（図 17）。WNT5A の発現は，
それぞれ元株に対し耐性細胞で発現亢進していた。
　RT4 に 対 し RT4CR，T24 に 対 し て T24CR の
図１４　RT4 に対し RT4CR で発現していた p53 関連遺伝子の RT-PCR
RT4 に対して RT4CR で，全ての遺伝子で発現亢進していたが，
特に CD82 と RRM2 が有意に発現亢進していた（＊p ＜ 0.05 ＊＊p
＜ 0.01）。
図１５　 T24CR と RT4CR で発現変動する RNA-seq を用いた網羅的遺
伝子解析
（Fold change ＞［ ２ ］，FDR p-value ＜ 0.05）。
図１６　 RT4CR と T24CR に共通で発現変動する遺伝子群の GO・パス
ウェイ解析（407 遺伝子）
RT4CR と T24CR の共通遺伝子では，アポトーシス，細胞遊走
能，細胞接着分子（EMT）に関わる遺伝子が濃縮されていた。
図１７　 RNA-seq の結果，T24，RT4 に対して T24CR，RT4CR で発
現上昇していた WNT5A の Mapping
T-24 に対して T24CR，RT4 に対して RT4CR で WNT5A は共
に発現亢進。
図１８　 RT4 に対し RT4CR，T24 に対して T24CR の WNT5A の qRT-
PCR
RT4 に対して RT4CR では，（p ＜ 0.05＊），T24 に対し T24CR
では（p ＜ 0.01＊＊）と有意に発現亢進。
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関与も指摘されている
58
。
　今回の RNA-seq による遺伝子発現解析と，この結
果を検証する目的で行なった qRT-PCR の結果から，
T24CR に関してはアポトーシス関連遺伝子，特に負の
調節に関連する遺伝子群（SOCS3，SPHK1，NFK-
BIA，TBX3，PRNP）の発現亢進と CDDP 耐性獲得
の関連が示唆される結果となった。SOCS3（suppres-
sor of cytokine signaling 3）は，炎症性アポトーシス
を阻害することで知られている。SPHK1 （sphingosine 
kinase 1）は脂質メディエーターであるスフィンゴシ
ン-1-リン酸（S1P）を形成し，S1P は，炎症，抗アポ
トーシスおよび免疫プロセスにおいて重要な TNF-α
シグナル伝達および NF-κ-B 活性化経路において重
要な役割を果たしている。NFKBIA（NFKB inhibitor 
alpha）は，REL 二量体と相互作用して，炎症応答に
関与する NF-κ-B/REL 複合体を阻害する。上記 ３ つ
の遺伝子がアポトーシス関連負の調節に関連する遺伝
子として CDDP 耐性に影響を及ぼし得ることは推察し
やすい。一方 TBX3（T-box 3），PRNP（prion protein）
については発達過程でのアポトーシスに関連するもの
の CDDP 耐性との関連は今後検討を要すると考える。
　膀胱癌細胞株 T24 は，元来変異型 p53 遺伝子を持
つ筋層浸潤性の移行上皮癌で浸潤能が高く，アポトー
シス誘導能が低い。さらに CDDP 耐性獲得にいたる過
程でアポトーシス調節因子が協調し，負の調節に傾
き，細胞死に至るシグナルをより強固に阻害するよう
作用したと推測される。実際 Ito らの報告
59
ではアポト
ー シ ス を 阻 害 す る NFκB の 阻 害 薬 投 与 に よ り，
CDDP 耐性膀胱癌の耐性獲得阻害効果と治療応用への
可能性について報告している。我々の着目したアポト
ーシスにおける負の調節に関連したパスウェイは，
CDDP 耐性獲得の解明のみならず，今後 NFκB 阻害
薬投与に類似した新たな治療標的の開発に貢献できる
可能性がある。
　RT4CR に関しては qRT-PCR の結果から，p53 関
連遺伝子（CD82，CCNE2，RRM2）の発現亢進と
CDDP 耐性獲得の関連を示唆する結果を示した。これ
らのうち，CD82（CD82 molecule）は膜糖タンパク質
であり，CD82 の発現は p53 の発現と相関するとされ
る。CCNE2（cyclin E2）はサイクリンファミリーに属
し，サイクリンは，CDK2 の調節サブユニットとして
複合体を形成し，CDK2 の調節サブユニットとして機
能し，細胞周期 G1/S 移行において役割を果たす。
RRM2（ribonucleotide reductase regulatory subunit 
M2）はリボヌクレオチドレダクターゼのサブユニット
をコードする。 この還元酵素は，リボヌクレオチドか
らのデオキシリボヌクレオチドの形成を触媒している。
　p53 シグナル伝達経路を経由する腫瘍細胞のアポト
ーシスに関した研究としては，神経芽細胞腫患者にお
い て p53 関 連 の CHAF1A，RRM2，MCM3 お よ び
MCM6 の発現が予後不良因子であるとの報告があり，
本研究で示された RT4CR における RRM2 の発現亢進
を支持すると考えられる
60
。p53 は mTORC1 を介して
RRM1 と RRM2 を抑制するとされ，横紋筋肉腫細胞
を用いた実験結果も，同様に我々の結果に相関してい
る
61
。
　一方，肺癌細胞におけるシスプラチン投与効果に関
す る 研 究 で は cell cycle 制 御 に 関 連 し た CCNE2，
E2F1，CCNA ならびに CDK1 がシスプラチン投与に
より発現抑制を受けると報告されている。一方一旦発
現抑制され細胞制御に向かうと考えられる各遺伝子が，
本研究における RT4CR における CCNE2 の発現亢進
の如くシスプラチン耐性を獲得する過程で逆に発現亢
進すると考えられる。また乳癌における miR-26a の
target としての CCNE2 に関する報告も，同様に我々
の結果を支持すると考えられる。
　一方 CD82 に関しては報告により見解が異なる。非
小細胞肺癌（NSCLC）において，は腫瘍転移抑制遺伝
子として報告されている
62
一方で，急性骨髄性白血病モ
デルでは CD82 の阻害により抗腫瘍効果が増強すると
報告されている。KAI1/CD82 は，細胞の運動性，接
着，融合，および増殖の阻害を制御するメカニズムに
関与するといわれているが，RT4CR における発現亢
進の意義に関しては不明で今後の研究が待たれる
63
。
　また異なる ２ つの CDDP 耐性細胞で WNT5A は共
に遺伝子発現亢進を示した。
　WNT5A（Wnt family member 5A）は膜貫通レセ
プターfrizzled-5 およびチロシンキナーゼオーファン
レセプター ２ のリガンドであり，胚発生中の発生経路
を調節するのに必須の役割を果たす。一方発癌におい
ても役割を果たす可能性があると報告されている。
　WNT5A は，肺癌の細胞株で，シスプラチン存在下
の A549/DDP 細胞（肺癌 CDDP 耐性株）で細胞遊走
能を促進することを示した
64
。また，膀胱癌細胞では
miR-129-5p は Gemcitabine 耐性を阻害し，アポトー
シスを促進すると報告されている。WNT5A は miR-
129-5p の直接標的遺伝子であることから，miR-129-
5p の回復は Gemcitabine に対する細胞感受性を増加
させることが知られている。さらに WNT5A のノック
ダウンは Gemcitabine 耐性を阻害することが明らかに
なった
65
。WNT5A は， ２ つの膀胱癌細胞株（T24，
TCCSUP）における miR-374a の直接標的で，WNT5A
のダウンレギュレーションを介して膀胱癌細胞の転移
能および侵襲性を無効にすると報告されている
66
。
T24CR，RT4CR に共通して WNT5A は発現亢進を示
す事から，これらの報告に加えて薬剤治療の標的なら
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